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論 文 内 容 要 旨
序論
主要組織適合性抗原MHCは 哺乳類から爬虫類まで多 くの生物種に保存 され
ている分子で、高度に多型性に富む膜糖タンパク質である。クラス1・H・皿 が
存在 し、クラスII分子は抗原提示細胞によりプ ロセシングされた外来抗原をT
細胞に提示 し液性免疫 を引き起こす。MHCの 多型性により、疾患に対す る免
疫応答の個体差が生 じるた:め、現在まで多数のMHC領 域 と疾患 との関連性が
報告 されている。 ウシMHc(BoLA)クラスIIにおいては、DR及 びDQ分 子が
細胞表面に発現 されてお り、DQと 比較 してDR分 子は高度に多型性に富み、
膜表面での発現 も強 く抗原提示能 も強いことが示 されている。DR分 子はDRα
鎖 とDRβ鎖が非共有結合 した分子であ り、β鎖のみが多型性を有す る。特に、
DRβ1ドメインをコー ドするDRB3θxoη2に多型は集中 してお り、現在まで90
の対立遺伝子が報告 されている。DRβ1ドメインはDR分 子においてMHCに 噛
み込まれる抗原 を認識する部位に相当し、β1ドメインの中でも直接抗原 と接触
す るア ミノ酸残基は抗原認識部位(ARS)とよばれきわめてア ミノ酸置換率が高
い。DR分子がこのような高度な多型性を有するため、特定の抗原 とMHCと の
親和性が個体によって異なる。 このため、MHCの 疾患 との関連性があること
がヒ トやマ ウスのMHC分 子の構造解析により示 されてきている。疾患 との関
連性の研究のためウシMHCの 中で最も重要なBoL4-DR83のタイピング法は多
く報告 されてい る。 しか し、これ らのタイピング法は、新規の対立遺伝子 と既
存の対立遺伝子 を識別できず、また種類の違 う対立遺伝子を同 じ種類 として認
識 して しま うな ど、 さらに、詳細にタイピングするためには非常に手間がかか
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り大量のサンプル について行 うことができないなどといった理 由で疾患感受性
のアミノ酸 レベルの研究には不向きである。そこで、本実験において βoM.DRB3
対立遺伝子の塩基配列を迅速に決定できるPCR-SBT法を開発 し、それ を用い
て疾患との関連性 を明らかにす る上で必須の情報である、品種 ごとの対立遺伝
子頻度 を計算 し、さらに牛 白血病 ウイルス誘発性 白血病 と 召o乙んDRB3対立遺
伝子 との関連性を明 らかにした。
第1章PCR・SBT法 に よ る βoLA・DRβ3対立遺 伝 子 の タイ ピ ン グ法 の 開 発
これ ま で に 発 表 され て い る90種 類 のBoLA-DRB3の塩 基 配 列 よ りBoLA-
DRβ1アミノ酸 配 列 を予想 し、 ア ライ メ ン トを行 っ た。DRβ1の 中で 特 に多 型 の
多 く見 られ る領 域 をN末 端 側 よ り順 番 にHV1,HV2,HV3そしてHV4と した 。
次 に、HV1の 配 列 を 元 に全 対 立遺 伝 子 を8グ ル ー プ に分 け(Fig.1)、そ れ ぞ れ の
グル ー プ を特 異 的 に増 幅 で き るプ ライ マ ー を設 計 した(Table1)。は じめ に εκoη2
特 異 的 なプ ラ イ マ ー セ ッ トを用 い て1stPCRを行 い 、 そ の 増 幅 産 物 を 用 い て
PCR-SSPタイ ピン グ を行 っ た。8種類 の うち2種 類 の増 幅産 物 が得 られ た場 合 、
Fig.2Aに示 す よ うに2本 に つ い て ダイ レク トシー ケ ン ス を行 い塩 基 配 列 を決 定
した。増幅産物力hつ のみ得られた場合は同じ対立遺伝子をホモで持つ場合(Fig,
2B)および同 じア リル群の異なる対立遺伝子をヘテロでもつ場合(Fig.2c,D)
があり、特にFig.2Dのような場合は、両方向からシーケンスをすることでは
じめて全長の塩基配列が決定できた。今回開発 したPCR-SBTを用いて、 は じ
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めに第5回 国際BoLAワークショップにおいてすでに解析 されている52の ゲ
ノムDNAを 用いてタイピングを行った(Table2)。52頭のタイピングの結果は
ワークショップにおいて行われたPCR-RFLP型とすべて一致 した。 さらに、こ
れ らのサンプルより4種 類の新規対立遺伝子を同定することができ、それ らは
すべて ジャージー種由来 のサンプルであった。 この事 より、PCR-SBT法が
Bo乙A-DRB3タイピングにきわめて有効な方法であることが示 された。
第2章 日本短角種を用いた βo舶一〇RB3タイ ピング
PCR-SBTの正 確性 が示 され た の で 、次 に本 法 を用 い て東 北大 学 大 学 院 附 属
農 場 の 日本 短 角種29頭 の タイ ピン グを行 った(Fig.3,Table3)。ま た 、結 果 を確
か め るた め全 て の ウシにつ いてPCR-RFLPも同時 に行 っ た(Table3)。そ の結 果 、
PCR-SBTでは9種 類 の既 存 の対 立遺 伝 子 が検 出 され 、PCR-RFLPにお いて も同
様 に9種 類 が 検 出 され た。 さ らにPCR-SSPでは新 た に プ種 類 が検 出 され た。 対
立遺 伝 子 頻度 を求 め た と ころ 、最 も高頻 度 な もの がDRB3*1201(24.1%)、次 に
DRB3*14011(20.7%)であ っ た(Table4)。さ らに 、母 ウシ を青 森 よ り導 入 した群
と岩 手 よ り導 入 した 群 に お い て著 しく対 立遺 伝 子 頻 度 が 異 な って い る こ とが示
され た。 附属 農 場 の 日本 短 角 種 にお いて 、全 て の対 立 遺 伝 子 はPCR-RFLP型も
異 な っ て い た(Table5)。そ こで、 現在 ま で にGen-EMBLデー タベ ー ス に登録 さ
れ てい るBoLA-DRB3対立 遺 伝 子102種類 につ い てPCR-RFLPとPCR-SSRSBT
に よ る結 果 を比 較 した(Table6)。す る と.102種類 の 対 立 遺 伝 子 は50種 類 の
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PCR-RFLP型をもち、一つの塩基配列 と対応 しているものは28種類であった。
本実験によ り、対立遺伝子の詳細な解析 にはPCR-RFLPでは不十分であ り、
PCR-SBTが有効 な方法であることが再確認 され、またPCR-SBTが野外のウシ
のタイ ピングにおいても有効な方法であることが示 された。
第3章 黒毛和種、日本短角、ジャージー及びホルスタインにおけるBoL4のRβ3
対立遺伝子の多様性 と進化
80ム4-DRB3対立遺伝子の決定法が確立されたため、次に家畜改良事業団よ
り分与 していただいた4種 類の品種、ホルスタイン102頭、日本短角100頭、
ジャージー種17頭 、黒毛和種200頭のゲノムDNAを 用いて80ム4-DRB3遺伝
子のタイ ピングを行った。その結果ホルスタイン、18種、 日本短角20種 、黒
毛和種23種:、ジャージー種12種 の対立遺伝子が検出された。黒毛和種:より新
規対立遺伝子が3種 類見出された(Fig.4,Table7)。4つの品種の対立遺伝子頻度
を計算 したところ全ての種において最 も頻度の高い対立遺伝子は異なっている
ことが示 された(Fig.5)。次に対立遺伝子の塩基配列 を元に系統樹 を作成 したと
ころ品種に特異的に見られた対立遺伝子は系統樹に広 く分布 し、クラスタを形
成 しなかった(Fig.6)。このように品種間に塩基配列による特徴は存在 しない。
そ こで、対立遺伝子頻度に基づき4品 種 の遺伝距離を算出 し、系統樹 を作成 し
た(Fig.7)。その結果、ホルスタインと黒毛和種は4品 種の中で最 も近 く、ジャ
ージー種は他の3品 種 とかなり離れていることが明 らか となった。本研究にお
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いて、MHCと 抗病性 との関連を研究する上で必須 のデータである正常なウシ
のア リル頻度 を明らかにした。更に、種特異的なア リルが認 められる一方、品
種間で共通なア リルも存在することから、同一の祖先か ら分岐 した4品 種が、
それぞれ独 自の選抜を受けて異なるア リル頻度を持つに至った事が示唆 された。
第4章 牛白血病ウイルス誘発性白血病(地方病性牛白血病)発症に対して感
受性 と抵抗性を規定するBo翻「01田3対立遺伝子
Boム4-DRB3の正 常 な ウシにお け る対 立 遺 伝 子頻 度 を 明 らか に した た め、 次 に
疾 患 との 関連 性 につ い て の研 究 を行 った。:BLV感染 牛81頭 をBLV誘 発 性 の3
つ の ス テ ー ジ(健 康 牛 ・持 続 的 リン パ球 増 多 症(PL)・白血 病 発 症 牛)、に分 類 し
対 立遺 伝 子 頻 度 を比 較 した(Table8)。DRB3*14011が健 康 牛 に有 意 に多 く認 め ら
れ 、DRβ3*1601はPLおよび発 症 牛 に有 意 に多 く認 め られ た。 次 にDRβ3遺 伝
子 よ り予 測 され るβ1ドメイ ン の多型 残 基 を比 較 した とこ ろ、71,74,77および78
位 のア ミノ酸 残 基 に特 徴 的 な配 列 が見 出 され た。 そ の 部位 の 配 列 を元 に遺 伝 子
頻 度 を並べ 替 え た とこ ろ、74,77及び78の ア ミノ酸 配 列 は6種 類 、71,74,77
及 び78の ア ミノ酸 は9種 類 見 出 され た(Table9)。PL、発 症 牛 と強 い相 関 を示 し
た の は71,74,77及 び78位 にLys(K)Glu(E)Arg(R)Vi組(V)また は
Arg(R)Glu(E)Arg(R)V国(V)(74,77及び78位 がERV)で 、健 康 牛 と強 い 相 関 を
示 したの はLys(K)Ala(A)Thr(T)Tyr(Y)(74,77及び78位 がArY)であ った。 この
こ とか らKERVIRERVをもつ 対 立 遺 伝子 は 白血 病 発 症 に、KA:rYを持 つ 対 立 遺
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伝子は抵抗性に関与 している可能性が示唆 された。 さらに、個体中に存在する
2種 類の対立遺伝子の遺伝子型が各ステージでの頻度 を調べた(Table10)。その
結果、抵抗性モチーフKERVIRERiV(ERV)を持つ対立遺伝子を少なくとも片
方 にもつ ウシは健康牛で51.2%であるのに対 し、PLで13.3%、発症牛で8.7%
と、有意に減少 していることが明 らかになった。また、感受性モチーフKArY
(ArY)を片方に持っ ウシは健康牛で65%であるのに対 しPL,発症牛では93.3%、
9L3%であ り、有意に増加 していた。 さらに、感受性 と抵抗性を両方有する個
体は健康牛に有意に多く見 られ、ERVがArYに 対 して有意であることが明ら
か となった。71,74および78番 目のア ミノ酸残基は ヒトMHCの 構造 と比較す
ると・DR分子の中でポケ ット4と7を 構成 し・直接抗原 と接する残基であり・
この部位 のア ミノ酸置換により免疫応答が変化 し、片方でも抵抗性の対立遺伝
子 をもつ ものは強い免疫応答の結果 として健康牛に、両方に感受性 をもつ もの
は免疫応答が弱 く、発症へ と傾 くことが予想 される。
総括
本研究において、世界に先駆けてBoム4-DRB3のPCR-SBT法の開発に成功
した。この方法によ り、 ウシ10品 種、581頭、1162対立遺伝子のタイピング
を行い、新規対立遺伝子7種 類 を含む40種類の対立遺伝子の同定に成功 した。
その結果 より、黒毛和種、 日本短角、ジャージー種お よびホルスタイン種の正
常ア リル頻度を世界に先駆けて明らかにすることができ、それ らの品種間の進
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化を示す ことができた。 これは様々な疾患との関連性を明らかにする上で必須
の基礎的情報である。そこで、この情報 を基に黒毛和種におけるB:LV誘発性 白
血病発症 ウシと正常なウシの比較を行った。その結果、白血病発症に対 し抵抗
性及び易病性の対立遺伝子の存在 を明らかにする事ができた。'
PCR-SBT海は他の遺伝子への応用 も容易であり、Boム4のような高度な多
型性 を持つ遺伝子の解析 を行 う上できわめて有効な方法である。本研究の成果
はワクチンや薬物 を使用 しない、 ウシ抗病性品種の蘭発の糸口を提供すること
ができると思われ る。
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Fig,iAlignmentofthepredictedaminoacidsequencesofthe(31domain
encodedby88separateBOLA-DRB3alleleswithaminoacidsencodedby
theNR-1cDNAclonew蝕ich【珍p紀senεsthe30乙,4-0ノ～83gene.Sequences
weredividedintoeightgroups(GithroughG8)according.tosequencesof
aminoacids9-13inthefirsthypervariableregionHV1.Adashindicates
identitywiththeaminoacidsequenceatthetop.Sequencesweretaken
fromthewebsiteoftheInternationalSocietyforAnimalGeneticsBOLA
NomenclatureCommitteeandtheGenBanknucleotidesequencedatabase.
Numbersrefertopositionsofaminoacidsinthematureprotein.
Table2.Resultsof80乙んDRB3typingofanimaisoftheFifth
InternationalBOLAWorkshop
Animal8 nBreedPCR-RFLP
OJ～β32呼ping"
AB
PCR-SSP
ヒypm呂
AB
SBTanalysis
ρ尺83腿Ilc竈e
A8
Me【hOdじ
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PCRpraluctwithALUDR63B
PCRp剛1ucい崩巳hALLのRB3B
繍瀟騨
ACGGG4KTRNKGA
iiiii八
ム
rmeue
DaPCRpr脳 」u【τwiIhALレDRBヨB
GGこSGO脚ζε⊂⊂GA6▼A5TK5AAc隠Gに
嚇脇藩磁
舶 瓦6R即瞬■.o馴.6・...噛・..曙.o噛.
瞥曜雛無熱撫観轟.
bPcRpmduじヒwi山ALL/DRB3B9
弓剛薗曙.・.●o盧曹電・・.・06噸噛●嘔・・.,吻.`⊂開
騨 麟 響簸繍 、:
脳^↓^↓
擁轡蟹鑑
)@'ig.2PartialsequencesofproductsofPCR-SSPfromanimals
WKS-38,WKS-45,WICS-33andWKS-19(FifthInternational
BOLAWorkshop).AWKS-38yieldedtwoproductsofPCRwith
primersSplorSp2andDRB3Bandwas,therefore,classitiedas
heterozygousforallelesingroupsGlandG2.Eachproductof
PCRwassequencedwitha-21M13primer.BWKS-45yielded
oneproductofPCRwithprimersSplandDRB3Bandwas,there-
fore,classifiedashomozygousorheterozygousforanallelein
groupGl.TheproductofPCRwithprimersALLandDRB3was
sequencedwitha-21M13primerandtheanimalwasclassifiedas
homozygous.CWKS-33yieldedoneproductofPCRwithprimers
Sp2andDRB3Bandwas,therefore,classifiedashomozygousor
heterozygousforanalleleingroupG2.TheproductofPCRwith
primersALLandDRB3wassequencedwitha-21M13primerand
thenthisanimalwasclassifiedasheterozygous.DWK5-19yield-
edoneproductofPCRwithprimersSp8andDRB3Bandwas,
therefore,classifiedashomozygousorheterozygousforanallelein
groupG8.PCRproductwithprimersALLandDRB3was
sequencedusinga-21M13primer(a)andanM13Reverseprimer
(b).Thisanimalwasclassifiedasheterozygous,havinganallele
witha3-bpdeletionatnucleotidepositions193-195,whichcorre-
spondstocodon65andanallelewithoutthisdeletion.Boxesindi-
Gatethreepeaksatnucleotidepositions193-195.Lettersindicate
nucleotidesequenceasdeterminedfromchromatograms.Arrows
indicateheterozygouspeaks.
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
ー
??
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
?
??
?
?
?
?
??
?
?
ー
?
ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
ー
?
ー
?
?
?
?
?
?
ー
ー
?
?
?
?
ー
?
ー
?
?
?
?
?
?
?
ー
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
aTh
e52animalsweretypedForBoLt1:AantigensbyserologyandIEF,andforBOLA-DQA,一DQB:一
器認詰認 舐縄 黙翻鴉盟摺殿認器翻階欄 ξ翻 糟竈犠
㎝dp血e馳ol.chlo鴨fo㎜二
b盒翻 麟 翻 錦艦 謙 畠轍 譜
,Bl鵬kPl面こDRミD飢lshR蝕HE旨He爬鰯;
`1
,TwoproductsofPCR-SSPfromananimalheterozygousforallelesindifferentgroupsofalleles
weresequenced.
・g羅 麟 朧 撫 謂 譜}homozygo　he臓y・　 飴「田1elesbelongiμgin.
・鵬 離 騒 蹴 翻 ,灘alh㈱zygo珈縮a盟el¢曲'bpdel姻 皿ロdケ
一118一
Table3Resultsof80ム4鱒DR83typingbyPCR-SBT,PCR-SSPandPCR暉
RFLPinanalysisof29JapaneseShorthorncattle
Table4FrequenciesofvariousBOLA-DRB3alleles
in29JapaneseShorthorncattleasdeterminedby
PCR-SBT
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Fig.3Electrophoresisof
productsofPCR-SSP
specificforexon20f
Boム4-01～B3alleleina
herdofJapaneseShort-
homcattle.Thehighly
variableexon20fatl
βoム4-D1～β3geneswas
firstamplifiedfromthe
genomicDNAbyPCR
withthelocus-specific
primersERB3Nand
HLO31.Second-round
amplification(PCR-SSP)
wasperformedwithone
ofthedistinctgroup-
specificprimers(Spl
throughSp8)thatampli一
feedalltheallelesineach
oftheeightgroups(Gl
throughG8)andthe
locus-specificprimer
DRB3B.Thelocus-
specificprimer
DRB3ALL(ALL)was
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tionofallalleles.The
numbersontheleftcor-
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inTable1.
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odate,102alleleshavebeenidentifiedbysequencingofclonedgenomicDNA,cDNAorclonedproductsofPCR
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論 文 審 査 結 果 要 旨
主要組織適合性抗原(MHC)ク ラスH分 子は抗原提示細胞 に よ りプロセシングされた外 来の タンパ
ク質 をペプチ ド収容溝 に噛み込 み,T細 胞 に提示 し,ド生体の免疫反応 を引 き起 こす分子であ る。 この分
子 は高度 に多型 に富 んでお り,ヒ トMHC-1)BB1遺伝子 で は約270種類,ウ シMHC(BoムA)DRB3遺
伝子 において に約100種類の対立遺伝子 が報告 され てい る。MHCが 疾患感受性 を規定 している例 は多
数報 告 されてお り,注 目を浴 びてい る。 しか し,ウ シMHC-DR分子 の タイ ピング法 は未だ確立 されて
お らず,、恥LAと 疾患 との関連性 の研究 は ヒ トに比べて大 き く立ち後 れてお り,タ イピング法の確立 が
強 く望 まれている。BoLA-DR分子 は多 型のないD盈A遺伝子 の産物であ るDRα鎖 と,高 度 に多型 に富
むDR83遺伝子 の産物 であるDRβ鎖が非共有結合 した ものであ る。DRB3遺伝子 は4つ のエ クソンよ
り構成 されてお り,多 型は外来抗原 を噛み込む部位 である β1ドメインをコー ドす る εκoπ2に集中 して
いる。そ こで,本 研究者 は,こ のBoLA-DR分子 の新 しい タイ ピング法 と してBoLA-DRB3eκoπ2の
PCR-sepuencebasedtyping(PCR-SBT)を開発 した。 それ を用 いて,コ ン トロールDNAと して第
5回BoLA国際 ワrク シ ョップにおい て使用 された52頭の ウシゲ ノムDNAタ イ ピング,及 び,野 外 の
サ ンプルとして東北大学大学 院農学研究科附属農場の29頭の 日本短角牛の タイピングを行 い,そ の正確
性 と有用性 を確 かめた。更 に,PCR-SBT法を用 い て,現 在 まで明 らか となってい ない,BoLA-DRB3
対立遺伝子 頻度 を,ジ ャージー種 ・ホルス タイ ン種 ・黒毛和種 ・日本短角種 につ いて算出 し,そ れ らの
品種 の進化 を明 らか に した。B。LAと疾患 との 関連性 を調 べ る上で必須 の情報 である,正 常 な対立遺伝
子頻度が明 らか となったので,実 際 にウシ白血病 ウイルス(BLV>と の関連性 を調査 した。その結果,
BoLA-DRβ1ドメイ ンにおける71,74,77及び78位の アミノ酸残基がBLV感染牛の 白血病発 症,非 発症
に大 き く関わってい ることが明 らか となった。 これ ら4つ のア ミノ酸は β1ドメイ ンにおい て実際 に抗
原 と接触 する残基である ことか ら,免 疫反応 の相違が実際に病態 に関わっている可能性が示唆 された。
以上のように本研究は,現 在まで確立 されていなかったBo五ArDRB3遺伝子 のタイピング法 を開発 し,
それを用 いて世界 に先駆 けて対立遺伝子頻度の算:出,及びB五V感染 ウシの 白血病発症 との関連性 を明 ら
かに した ものであ り,そ の成果 は動物の新 たな抗病性 の育種 に道 を拓 くもの と考 えられ る。 よって審査
員 一同は本論文 の著者 に博:士(農学)の 学位 を授与す るに値す る もの と判定 した。
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